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論文内容要旨
 藍目的】
 ヒト神経膠腫は中枢神経系に原発する極めて悪性度の高い腫瘍であり,その遺伝子レベルから
 の解析が重要であると考えられる。DNAメチル化はDNA構成塩基の一つであるcytosineのピ
 リミジン環の第5位の一Hが一CH3(メチル基)に置換され5-methylcytosineとなったもので
 ヒトを含む高等真核生物の遺伝子DNAを構成する唯一の修飾された塩基である。このDNAメ
 チル化の持つ機能の一つとして遺伝子の発現を転写の段階で制御している可能性が示唆されてい
 る。本研究ではDNAメチル化に注目し,ヒト神経膠腫における全ゲノム中のメチル化した
 cy七〇sineの含量,特定の遺伝子として代表的な癌原遺伝子および癌抑制遺伝子でのDNAメチル
 化の変化を検討する。また,このDNAメチル化を変化させることにより神経膠腫細胞の増殖抑
 制の可能性をどπo諭。,加。εooで検討する。
 【方法および結果璽
 ヒト神経膠腫のDNAメチル化の変化:(i)全ゲノムにおけるDNA構成塩基に占めるメチル
 化したcytosineをHPLCで解析した。正常脳組織と腫瘍組織の間に有意差は認められなかった。
 (亘)oチos,好肌,o-mッ。,L一肌ッ。,EGm,RB,ρ53遺伝子のDNAメチル化の変化をSouthem
 blo七法により検索した結果,oデos,0-myc,ρ53にDNAメチル化の変化が認められ,c一肌罪お
 よびp53では1/3の例に,oチos遺伝子では全例に変化が認められた。この。プos遺伝子につい
 てはDNAメチル化の状態を,5}上流領域,エクソン1周辺領域,エクソン2～3'下流領域に分
 けて検討した。結果として以下のことが明らかとなった。(i)5'上流領域とエクソン1周辺領域
 では本研究で検討し得た範囲では脱メチル化しており正常脳組織と腫瘍組織に違いは観察されな
 かった。(ii)エクソン2～3'下流領域では正常脳組織と腫瘍組織の間にDNAメチル化の変化が
 認められた。正常脳組織では個体によらずDNAメチル化は一様であった。神経膠腫では全例で,
 この領域のDNAメチル化に変化を認めた。変化はメチル化の上昇・低下の両方向への変化を認
 めたが,各gradeの平均では悪性度を増すに従いDNAメチル化は低下する傾向を示した。
 DNAメチル化を変化させることによる神経膠腫細胞の増殖抑制の可能性を探るため,5'一aza-
 2㌧deoxycytidine(5azaCdR:DNAメチル化阻害剤)の影響を,代表的なヒト神経膠腫細胞株
 U-87MG,T98Gで検討した。その結果,`π痂roにおける増殖抑制効果が以下の通り示され
 た。(i)MTT法および細胞増殖曲線による評価では5azaCdRは濃度依存性にU-87MGとT98G
 の増殖を抑制した。また,5azaCdR処理によりゲノムのDNAメチル化の低下を認めた。
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 (廿)U-87MGのヌードマウス皮下移植モデルに対し,2.Omg/kgの5azaCdRを3日連続腹腔内投
 与14日休薬を1クールとして3クール治療を行った。投与群の腫瘍体積を対照群と比較すると
 Mann-WhitneyUテストの両側検定でP<0.01と有意差が認められ,また相対腫瘍増殖抑制率
 も50%以上を示した。ヒト神経膠腫細胞のヌードマウス皮下移植モデルにおいても5azaCdRの
 抗腫瘍効果が有効であることが示された。
 慰考察】
 ヒト神経膠腫に高頻度に認める遺伝子上の変化として。デos遺伝子のDNAメチル化の変化を
 見い出し,その内容について明らかにした。現在までにヒト神経膠腫の多段階発癌説にかかわる
 遺伝子上の変異としては第17番,第10番染色体の欠失,p53癌抑制遺伝子の点突然変異等が報
 告されている。oデos遺伝子のDNAメチル化の変化が10wgradeastrocytoma,anaplastic
 astrocy七〇ma,glioblastomamultiformeを問わず全てのgradeの神経膠腫に認められた事実よ
 り。デos遺伝子のDNAメチル化の変化はヒト神経膠腫の発生の過程の比較的初期の遺伝子上の
 変化の一つではないかと考えられた。さらにDNAメチル化阻害による抗腫瘍効果をZπ眈ro,
 加。オooで示した。悪性脳腫瘍であるヒト神経膠腫の治療法としてDNAメチル化を介する新し
 いアプローチを示唆するものと考える。
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 審査結果の要旨
 近年,癌の治療成績は,診断および治療法の改善に伴い飛躍的に向上している。しかし,他臓
 器の癌の予後が改善されている中において,中枢神経系に原発する癌であるヒト神経膠腫では,
 特に悪性度の高いanaplasticastrocyむoma,glioblastomamultiformeでは現在の集学的治療
 をもってしても5年生存率はそれぞれ20%,7%であり,最終的に腫瘍死を免れえないのが現
 状である。この予後が非常に不良なヒト神経膠腫について,その遺伝子上の病態を分子生物学的
 に把握することは,今後新たな治療を模索する上で大いに有意義である。
 本研究ではヒト神経膠腫についてDNAメチル化に注目し,遺伝子上の病態の解明を試みてい
 る。DNAメチル化とはDNA構成塩基の一つであるcytosineのピリミジン環の第5位の一Hが
 一CH3(メチル基)に置換され5-methylcytosineとなったものでヒトを含む高等真核生物の遺
 伝子DNAを構成する,唯一の修飾された塩基である。DNAメチル化の持つ機能は未だ明らか
 ではないが,遺伝子の発現を転写の段階で制御している可能性が示唆されている。
 このDNAメチル化の変化を,分子生物学的手法も用いて,ヒト神経膠腫のゲノム全体のレベ
 ルおよび特定の遺伝子として代表的な癌原遺伝子および癌抑制遺伝子について検討を加えている。
 その結果,遺伝子産物がDNA結合蛋白であり,他の遺伝子の転写調節因子にもなっている
 。-fos遺伝子において,正常脳組織では全てが一様なDNAメチル化を正確に保持しているのに
 対し,lowgradeastrocytoma,anaplasitcastrocytoma,glioblastomamultiformeの神経
 膠腫では全例にDNAメチル化の変化を見い出し,詳細に検討している。
 現在までに,ヒト神経膠腫の多段階発癌説にかかわる遺伝子上の変化として,第17番,第10
 番染色体の欠失,p53癌抑制遺伝子の突然変化等が報告されている。本研究に示した,c-fos遺
 伝子のDNAメチル化の変化は,臨床分類上比較的良性である10wgradeastrocytomaの段階
 で,既に全例に認められており,ヒト神経膠腫の多段階発癌過程において,正常神経膠細胞から
 癌化へ至る段階で観察される遺伝子上の,初期の変化であることを示唆するものである。
 また,DNAメチル化を介する神経膠腫細胞の増殖抑制効果の基礎的検討を加え有効性を提示
 した。今後,DNAメチル化を制御することによるヒト神経膠腫の治療の可能性を示唆するもの
 である。
 以上より本研究は学位論文に値するものと考える。
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